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POVZETEK 
Orientacijska referenčna območja so v kliničnem okolju pomembno orodje za interpretacijo 
izvidov in posledično klinične odločitve. Predstavljajo 95 % izmerjenih vrednosti za določen 
analit pri izbrani populaciji. Idealno je, da vsak laboratorij postavi referenčna območja za 
svojo populacijo in analizno metodo. Kljub hitremu napredku laboratorijske biomedicine 
nimamo univerzalno standardiziranih orientacijskih referenčnih območij, zaradi razlik v 
populaciji ter metodologijah in opremi med laboratoriji. Razlike v referenčnih intervalih med 
laboratoriji so lahko večje ali manjše. Za postavitev referenčnih vrednosti (RV) so potrebne 
večje študije in potrebno je veliko število primernih prostovoljcev, zato je smiselno, da se 
uporabljajo v več laboratorijih. Referenčna območja za tumorske označevalce lahko 
povzamemo od proizvajalca reagentov (navodila), literature večjih objavljenih študij, 
ustreznih smernic, strokovnih priporočil ali pridobimo s podatkovnim rudarjenjem. V želji 
po čim večji kakovosti laboratorijskih izvidov se priporoča, da vsak laboratorij izvede 
raziskavo primerljivosti referenčnih območij za lokalno populacijo in svojo metodologijo. 
Proces prenosa referenčnih vrednosti iz ustreznih zunanjih virov, skupaj z oceno in 
potrjevanjem primernosti, imenujemo verifikacija. Postopek verifikacije orientacijskih 
referenčnih območij iz zunanjih virov je hiter in učinkovit postopek, s katerim potrdimo 
ustreznost referenčnih območij. 
Namen magistrskega dela je bila verifikacija orientacijskih referenčnih vrednosti za izbrane 
tumorske označevalce (NSE, S-100, cyfra 21-1, CA 72-4, AFP, CEA, CA 125, CA 15-3 in 
CA 19-9). S pomočjo verifikacije potrdimo kakovost in ustreznost prenesenih orientacijskih 
referenčnih območij. Osredotočili smo se na skrbno izbiro populacije ter nadzor nad pred-
analitične in analitične dejavnike in tako zagotovili zanesljivost pridobljenih rezultatov. 
Ravnali smo v skladu s smernicami CLSI EP28-A3c in za verifikacijo izbrali manjšo 
populacijo primernih posameznikov. Z raziskavo smo uspešno verificirali orientacijske 
referenčne vrednosti za izbrane tumorske označevalce, ki so trenutno v uporabi v 
Laboratoriju za analitiko hormonov in tumorskih označevalcev in tako potrdili ustreznost za 
našo populacijo. Enako smo dokazali tudi za orientacijska referenčna območja proizvajalca 
reagentov, naše izmerjene vrednosti so znotraj referenčnih mej. 
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ABSTRACT 
Reference intervals are fundamental tools used in the clinical environment to interpret 
patient laboratory test results and consequently, for clinical decisions. They most commonly 
represent the central 95 % of laboratory test results expected in a reference population. Under 
optimal conditions, a laboratory should perform its own study to establish reference intervals 
specific for its method and local population. Despite the rapid progress of laboratory 
biomedicine, we do not have universally standardized reference intervals, due to differences 
in population and methodologies among laboratories. Differences in reference intervals 
between laboratories may be larger or smaller. Larger studies and a large number of suitable 
volunteers are needed, to establish reference intervals, so it makes sense to use them in 
multiple laboratories. Laboratories can receive reference intervals for tumour markers from 
various sources (manufacturers package inserts, multicentre studies, published national or 
international expert panel recommendations, guidelines, local expert groups or data mining 
of existing data). It is recommended that each laboratory conducts a survey of comparability 
of transferred reference intervals for local population and its methodology in order to 
maximize the quality of laboratory results. The process of transferring reference intervals 
from external sources, together with the assessment and validation of suitability, is called 
verification. The process of verifying reference intervals transferred from external sources, 
is a quick and efficient process, to confirm the adequacy of reference values for clinical use. 
The purpose of the master's thesis was to verify the reference range for selected tumour 
markers (NSE, S-100, cyfra 21-1, CA 72-4, AFP, CEA, CA 125, CA 15-3 in CA 19-9). In 
accordance with the CLSI EP28-A3c guideline recommendations we verified transferred 
reference intervals using a small number of healthy reference individuals from the local 
population. We obtained and analysed blood samples of appropriate reference individuals 
and focused on control of the consistency of preanalytical and analytical factors. With 
verification we confirmed the quality and adequacy of the transferred reference values. On 
the basis of the statistical analysis of the gathered information we have successfully verified 
the reference ranges for selected tumour markers currently in use in Specialized Laboratory 
for hormones and tumour markers. With verification of transferred values, we can confirm 
suitability for our population. We have also proven the same for the reagent manufacturer's 
reference values, and our measured values are within the reference limits. 
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1  UVOD 
1.1  Referenčna območja 
Referenčno območje je definirano kot koncentracijsko območje, znotraj katerega se nahaja 
95 % rezultatov laboratorijskih preiskav določene populacije. Navadno temeljijo na 
populaciji zdravih ljudi. Po definiciji Mednarodne zveze klinične kemije in laboratorijske 
biomedicine (International Federation of Clinical Chemistry, IFCC), gre za interval 
vrednosti fizioloških meritev pri definirani populaciji referenčnih oseb z določeno analitsko 
metodo. V nekaterih primerih uporabljamo samo referenčno vrednost oz. referenčni limit. 
Potrebno je poudariti, da je pri 5 % dane populacije zaradi individualne variabilnosti 
optimalna koncentracija izven območja. Koncentracije nihajo med osebami in so od dneva 
do dneva lahko različne, saj so odvisne od vrste notranjih (endogenih) in zunanjih 
(eksogenih) dejavnikov. Kljub temu pa so zelo uporabno in potrebno orodje odločanja v 
laboratorijski medicini in služijo kot osnova za interpretacijo laboratorijskih rezultatov (1-
3). 
Vzpostavitev točnih in zanesljivih referenčnih območij s strani laboratorija je ključna, da 
omogočimo ustrezno in zanesljivo interpretacijo laboratorijskih izvidov. Za vzpostavitev 
zanesljivih referenčnih intervalov je pomembno, da premišljeno izberemo posameznike, 
primerno ravnamo z vzorci in nadzorujemo predanalitične in analitične dejavnike (1). 
Definiranje referenčnih intervalov temelji na statističnih izračunih in je odvisno od 
proučevane populacije.  Referenčni interval določa distribucija vrednosti populacije zdravih 
oseb. Po splošni definiciji zajema 95 % populacije, katere centralna vrednost je mediana. 
Interval variira odvisno od izbrane populacije in analitske metode, s katero izmerimo 
določen analit (1).  
1.1.1  Postopek določanja referenčnih območij 
Leta 2008 je Inštitut za klinične in laboratorijske standarde (angl. Clinical and Laboratory 
Standards Institute, CLSI) v sodelovanju z IFCC (angl. International Federation of Clinical 
Chemistry and Laboratory Medicine) izdal dokument CLSI EP28-A3c z naslovom: 
Defining, Establishing and Vertifying Reference Intervals in the Clinical Laboratory, ki so 
bila posodobljena leta 2010. Gre za priporočila za uporabnike diagnostičnih laboratorijskih 
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testov  glede definiranja, postavljanja in verifikacije orientacijskih referenčnih vrednosti. 
Postavitve referenčnih območij se je potrebno lotiti znanstveno in sistematično, da 
pridobimo točne in robustne referenčne vrednosti, ki so primerne za uporabo v več 
laboratorijih (4). 
Za določanje referenčnih območij so danes na voljo številna priporočila in različni načini. 
Da bi bolje razumeli celoten proces, so v nadaljevanju opisani najpomembnejši koraki (A-
F) pri postavljanju referenčnih vrednosti. 
A. Proučevanje biološke variabilnosti in analitičnih  interferenc 
Ključno je, da poznamo vplive na koncentracijo analita, za katerega želimo postaviti 
referenčna območja. Pred začetkom je potrebno natančno proučiti znanstveno in medicinsko 
literaturo ter sestaviti seznam možnih interferenc. Na referenčna območja pomembno 
vplivajo analitske metode, lokalne populacijske posebnosti, celostna pred-analitska faza in 
biološki dejavniki. Zanima nas, kako se različna patofiziološka stanja odražajo na 
koncentraciji merjenega analita v telesnih tekočinah. Pomembno je proučiti vplive 
biološkega sistema, ki jih lahko razdelimo na genetske, endogene (npr. rasa, spol, starost, 
nosečnost, biološki ritmi) ter eksogene (npr. teščost, življenjski stil, cirkadialni ritem). 
Ocenimo tudi, ali je smiselna klasifikacija v več razredov, glede na neko spremenljivko (npr. 
spol, starost, rasa), ki signifikantno vpliva na koncentracijo analita v biološkem vzorcu (3, 
5).   
B. Referenčna populacija 
Da pridobimo reprezentativno referenčno območje moramo skrbno izbrati referenčno 
populacijo. To so posamezniki, ki ustrezajo v naprej določenim merilom. Najpogosteje so 
to osebe, pri katerih ne moremo potrditi bolezni, ki bi lahko vplivala na spremembo 
rezultata laboratorijske preiskave. Pri načrtovanju študije so odločilni parametri za 
vključitev predvsem: prisotnost ali odsotnost določenih patofizioloških stanj, starost in 
spol.  
Smiselno je sestaviti ustrezen vprašalnik za potencialne referenčne posameznike, na podlagi 
katerega jih bomo lahko vključili ali izključili iz študije. Poskrbeti moramo za zaščito 
osebnih podatkov potencialnih referenčnih posameznikov. 
Potrebno je določiti velikost referenčne populacije, glede na želen interval zaupanja, v 
katerem se z izbrano stopnjo gotovosti nahaja 95 % vrednosti proučevanega analita pri 
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določeni populaciji zdravih oseb oziroma pacientov (če postavljamo referenčne vrednosti za 
osebe z določenim zdravstvenem stanjem). Navadno izberemo 10 % tveganje, kar je 90 % 
interval zaupanja, za katerega je potrebno minimalno 120 referenčnih posameznikov  
(4-6). 
C. Priprava referenčnih posameznikov 
Ključno je, da skrbno izbrano referenčno populacijo pred odvzemom tudi dobro pripravimo, 
saj bomo le tako pridobili reprezentativne vzorce. 
Referenčni posamezniki morajo biti seznanjeni z namenom preiskave in  jasno podati 
soglasje o prostovoljnem sodelovanju v raziskavi ter uporabi njihovih bioloških vzorcev in 
podatkov. Pred odvzemom izpolnijo tudi pripravljene vprašalnike, ki jih je smiselno tudi 
oštevilčiti za lažjo anonimizacijo podatkov (6).  
D. Odvzem vzorcev 
Poskrbeti je potrebno za uporabo standardiziranih pred-analitskih postopkov. Zagotoviti 
moramo standardiziran odvzem, transport, shranjevanje in pripravo biološkega materiala. V 
primeru vzorcev krvi je pomembno, da izberemo ustrezen antikoagulant, poskrbimo za 
pravočasno centrifugiranje ali hlajenje vzorcev in da so postopki enaki kot v rutini (5,6). 
E. Analiza bioloških vzorcev 
Poleg izbire reprezentativne referenčne populacije je za postavitev ustreznih referenčnih 
območij ključna izbira metode. Primerno je vzorce analizirati skozi več dni, oz. tako da 
imamo vključene različne lote reagentov. Če za določanje obravnavanega analita 
uporabljamo več analizatorjev, jih je smiselno vključiti in tako preveriti primerljivost med 
analizatorji ali analiznimi metodami (2, 5, 6).  
F. Pregled rezultatov in analiza referenčnih vrednosti 
Zbrane rezultate je priporočeno sortirati in predstaviti v obliki histograma oz. tako, da je 
razvidna porazdelitev rezultatov. Glede na obliko grafa ocenimo, ali bi bilo populacijo 
smiselno razdeliti v več razredov.  
Na tej točki je smiselno poiskati potencialne ubežnike, ki jih v nadaljnji obravnavi ne 
upoštevamo. 
Izmerjene vrednosti (referenčne) nato statistično obdelamo, da dobimo referenčna območja. 
Za izračun referenčnih vrednosti glede na smernice CLSI, lahko uporabimo različne 
statistične metode (parametrične, neparametrične, robustne), njihova natančnost pa je 
odvisna od števila vzorcev in porazdelitve vrednosti laboratorijskih preiskav. Le-ta v 
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primeru normalne porazdelitve podatkov zajemajo 95 % vrednosti, v primeru nenormalne 
porazdelitve pa glede na analit in želen interval zaupanja (enostransko tveganje, dvostransko 
tveganje) lahko uporabimo npr. vrednosti med 2,5. ter 97,5. percentilom vseh izmerjenih 
vrednosti. Celoten postopek mora biti skrbno dokumentiran (2, 4, 6). 
 
1.1.2  Verifikacija referenčnih območij 
Za postavitev referenčnih vrednosti so potrebne večje, tudi multicentrične študije in je 
smiselno, da se uporabljajo v več laboratorijih. Proces prenosa referenčnih vrednosti iz 
ustreznih zunanjih virov, skupaj z oceno in potrjevanjem primernosti, imenujemo 
verifikacija (8). 
Referenčne vrednosti lahko prenesemo od proizvajalca reagentov (package inserts), 
literature večjih objavljenih študij, ustreznih smernic, strokovnih priporočil ali pridobimo s 
podatkovnim rudarjenjem. Če obstajajo referenčne vrednosti, ki so bile pridobljene iz 
lokalne ali multicentriče študije, je priporočeno prenesti in verificirati le-te. Tak pristop 
prevzema referenčnih vrednosti ima veliko prednosti za laboratorije, napram postavljanju 
lastnih referenčnih vrednosti, saj ne zahteva velikega števila primernih referenčnih 
posameznikov, s tem pa prihranimo veliko časa in denarja. Ugodno je, da sta populacija ter 
metodologija izdelave referenčnih vrednosti čim bolj primerljiva s pogoji v laboratoriju, ki 
jih želi prenesti. Potrebno je proučiti originalno študijo in upoštevati skladnost predanalitskih 
in analitskih dejavnikov z dejavniki laboratorija, ki želi referenčne vrednosti prenesti v 
uporabo. Če ocenimo, da sta skladni, je v nekaterih primerih možen prenos referenčnih 
vrednosti brez verifikacije. V primeru zelo podobnih pred analitskih in analitskih dejavnikov 
(priprava populacije, zbiranje, transport in obdelava vzorcev) ter populacije (relativno 
homogena populacija iz iste geografske regije), je primerjalna študija in verifikacija vseeno 
priporočena, kljub temu, da bomo verjetno imeli minimalen odklon med metodama (5, 9).  
V postopku verifikacije potrdimo, da so referenčne vrednosti primerne in zanesljive za 
predvideno klinično uporabo. S pomočjo določenih regresijskih in statističnih parametrov 
lahko ovrednotimo skladnost referenčnih vrednosti (10). 
V dokumentu EP28-A3c, ki ga je pripravil Inštitut za klinične in laboratorijske standarde 
(CLSI), najdemo napotke glede prenosa in verifikacije referenčnih vrednosti iz zunanjih 
virov. V nadaljevanju bomo najprej pogledali, kako ravnati v skladu s smernicami CLSI v 
primeru različnih metod in/ali populacij (5). 
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Referenčne vrednosti se lahko prenese, potrebno je napraviti  primerjalno analizo metod  ter 
nato določiti najustreznejšo regresijsko premico, za izračun referenčnih vrednosti.  
Zaželena je enakomerna razpršenost podatkov okoli premice ter uravnoteženost vrednosti 
na obeh straneh referenčnega intervala. Če je večina vrednosti na eni strani intervala, imamo 
verjetno preširok razpon referenčnih vrednosti (5). Če smo zadovoljni s korelacijo metod 
(odstopanje ni prisotno), sledi verifikacija referenčnih vrednosti z majhno skupino 
referenčnih oseb (20 oseb na skupino) iz lokalne populacije (10).  
V skladu s smernicami CLSI EP28-A3c je za verifikacijo ključno izbrati primerno manjšo 
populacijo primernih posameznikov (dvajset na skupino). Tako kot pri določanju 
referenčnih vrednosti, je tudi pri verifikaciji potrebno skrbno izbrati populacijo in napraviti 
vprašalnik, na podlagi katerega jih lahko vključimo ali izključimo iz študije. Potrebno je 
poskrbeti za raznoliko populacijo, da pridobimo vzorce z ustrezno porazdelitvijo vrednosti 
skozi celoten referenčni interval. Glede na naravo nekaterih laboratorijskih preiskav lahko 
za verifikacijo populacijo razdelimo v več kategorij, na primer na različne starostne razrede, 
glede na spol ali celo letni čas (zimski, poletni). Glede na smernice iz dokumenta EP28-A3c 
je zadovoljiva verifikacija vsaj ene kategorije (10). 
T. i. ubežnik oz. osamelec (ang. outlier) je izstopajoč podatek, katerega vrednost se 
signifikantno razlikuje od drugih, glede na v naprej določena merila. Odstopanje je lahko 
posledica variabilnosti meritev, lahko pa kaže na eksperimentalno napako. Raziskujemo  jih  
s  pomočjo  statističnega  postopka,  ki  ga  imenujemo  "outlier" test.   
Za detekcijo ubežnikov je priporočena statistična metoda Reed/Dixon (11, 12) ali Tucay (13) 
Morebitne ubežnike je potrebno nadomestiti z novimi vzorci. Za uspešno verifikacijo 
referenčnih vrednosti sta lahko največ dva od dvajsetih vzorcev (10 % rezultatov) izven 
referenčnega območja, ki ga želimo verificirati. Pri laboratorijskih preverimo, katerega 
izmed referenčnih limitov so presegle vrednosti, ki so izven intervala. Če sta obe od skupno 
dvajsetih vzorcev na isti strani intervala, je potrebno tudi podrobneje oceniti razloge in 
nadomestiti ubežnika. Če ubežnik ne spada med ostale podatke zaradi tega, ker oseba ne 
spada v ciljno populacijo, ga je potrebno najti in izključiti (2, 14). 
V primeru treh ali več ubežnikov ponovimo z novo populacijo dvajsetih oseb. Če imamo 
zopet tri ali več vrednosti izven referenčnega intervala preverimo analitične in pred 
analitične postopke ter morebitne razlike med populacijama. V primeru, da je prisotnih 5 ali 
več ubežnikov, referenčnih vrednosti ne moremo verificirati in se priporoča, da laboratorij 
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postavi svoje referenčne vrednosti ali izvede prenos in verifikacijo iz drugega vira. Prav tako 
je potreba pozornost primeru, da je več kot 90 % rezultatov preiskave na eni strani 
referenčnega območja, lahko gre za preširok interval referenčnih vrednosti. Dobljene 
vrednosti nato primerjamo z referenčnimi vrednostmi, ki jih želimo prenesti v naš laboratorij 
(2). 
Standard za akreditacijo medicinskih laboratorijev ISO 15189 (International Standardization 
Organization) navaja, naj se referenčne vrednosti periodično preverjajo, ni pa navedeno kako 
pogosto (8). 
1.2  Tumorski označevalci 
Tumorski označevalci (TO) so snovi, ki nastajajo v tumorskih celicah ali pod vplivom 
tumorskih celic in jih lahko dokažemo v telesnih tekočinah, celicah ali tkivih. Tumorske 
celice se hitro delijo in se navadno ne odzivajo na fiziološke signale. Nekateri TO so 
povezani z tipom malignega obolenja, drugi pa so povišani pri različnih malignih in / ali 
benignih obolenjih. Zaradi nizke specifičnosti in občutljivosti večinoma niso primerni za  
presejalne teste ali za samostojno postavitev diagnoze. Vrednosti pa so praviloma višje pri 
malignih kot pri benignih obolenjih. 
Večina TO dobro korelira z volumnom ali aktivnostjo tumorja. Povečanje koncentracij 
navadno pomeni razširitev oz. ponovitev bolezni, padec koncentracije pa nakazuje regresijo 
bolezni oz. zmanjšanje tumorja (npr. po restrikciji tumorja, obsevanjih).  
TO so kljub omejitvam lahko zelo uporabno orodje in se uporabljajo za različne namene. 
Potrebno je poudariti, da je uporabnost odvisna od občutljivosti in specifičnosti tumorskega 
označevalca. Možnosti uporabe pa je veliko: 
- spremljanje uspešnosti zdravljenja rakavih obolenj,  
- zgodnje odkrivanje ponovitve ter razširitve bolezni, 
- ob sumu na ponovitev ali napredovanje bolezni, 
- presejalna metoda pri nekaterih vrstah raka, 
- pomoč pri diagnostiki, skupaj z ostalimi diagnostičnimi metodami (npr. biopsija), 
- ocena velikosti tumorja in stopnje bolezni, 
- izbira načina zdravljenja 
- napovedovanje poteka bolezni. 
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1.2.1  Razdelitev tumorskih označevalcev 
- onkofetalne beljakovine (AFP, CEA),  
- karbohidratni antigeni (CA 125, CA 15-3, CA 72-4),  
- encimi (NSE),  
- proteini (S-100),  
- receptorji,  
- citokeratini (cyfra 21-1),  
- krvni antigeni (CA 19-9),  
- genski TO,  
- hormoni in  
- mešani TO (3). 
1.2.2  Metode določanja TO 
Na koncentracijo TO v telesnih tekočinah vpliva več dejavnikov, kot so: prekrvavljenost 
tumorja, vrsta in velikost tumorja, stopnja nekroze tumorskega tkiva, metastaze, razpolovni 
čas posameznega TO in vpliv protiteles. Za detekcijo TO potrebujemo  metode z nizko mejo 
detekcije (LOD), saj so v telesnih tekočinah navadno v zelo majhnih  koncentracijah.  
Najpogosteje uporabljene metode so (17): 
- radioimunske (RIA), 
- encimsko-imunske (ELISA, EIA), 
- luminometrične (kemiluminiscenca - CMIA, elektrokemiluminiscenca - ECLIA). 
Pri istem malignem obolenju je velikokrat možno določiti več tumorskih označevalcev in ta 
kombinacija relevantnih TO poveča diagnostično občutljivost. Priporočljivo je spremljanje 
gibanja njihovih koncentracij, po možnosti v istem laboratoriju. Potrebno se je zavedati 
prisotnosti biološke variabilnosti med osebami. Ni nujno, da so za posameznika »normalne« 
vrednosti v območju referenčnih vrednosti. Kaj je normalno za posameznika, lahko 
presodimo samo s sledenjem individualnih vrednosti koncentracij TO. Te vrednosti so nato 
realna osnova za interpretacijo rezultatov med zdravljenjem.  
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1.3  Značilnosti tumorskih označevalcev  
Za boljše razumevanje lastnosti in uporabnosti posameznih TO je potrebno poznavanje 
določenih pojmov, kot sta diagnostična občutljivost in diagnostična specifičnost. 
Občutljivost predstavlja delež oseb z boleznijo, pri katerih je vrednost TO povišana oziroma 
nam pove verjetnost pozitivnega izida testa pri osebah, pri katerih je bolezen prisotna. Čim 
večji je delež bolnikov z določenim malignim obolenjem z zvišano vrednostjo TO, večja je 
občutljivost TO za določeno maligno obolenje. Zelo občutljiv test nam omogoča, da 
izločimo osebe, ki nimajo bolezni. Z zelo občutljivim testom bomo z večjo verjetnostjo 
ovrgli bolezen, če bo test negativen (15, 16). 
Specifičnost pa predstavlja delež oseb brez določenega malignega obolenja, pri katerih je 
vrednost določenega TO znotraj referenčnih vrednosti oz. verjetnost negativnega izida testa 
pri osebah ki nimajo bolezni. Čim večji je delež oseb brez določenega malignega obolenja z 
normalno vrednostjo TO, bolj je le-ta označevalec specifičen. Z zelo specifičnim testom 
lahko z večjo verjetnostjo potrdimo bolezen, če je test pozitiven (15, 16). 
Pomembna je tudi postavitev referenčnih območij ali pražne vrednosti, kot je primerno pri 
TO. Postavljena mora biti tako, da je zagotovljeno minimalno število lažno negativnih in 
lažno pozitivnih izidov. Z nižanjem pražne vrednosti na vrednost, pod katero je zelo velika 
verjetnost da oseba nima bolezni, se zmanjša občutljivost in poveča specifičnost testa. Če pa 
pražno vrednost postavimo višje, se sicer poveča občutljivost testa, a se poveča število lažno 
pozitivnih izidov in je specifičnost testa nižja. Idealen tumorski marker ima visoko 
specifičnost in je zelo občutljiv, tako da zaznamo že začetne stadije bolezni (17, 18). 
Napovedne vrednosti pa niso lastnost testa, ampak so odvisne od prevalence obolenja. 
Pozitivna napovedna vrednost nam po izvedenem testu pove verjetnost, da je bolezen 
prisotna, če je bil test pozitiven. Negativna napovedna vrednost testa pa je verjetnost, da 
bolezni ni, če je bil test negativen in je definirana s številom pacientov z negativnim 
rezultatom testa, ki nimajo bolezni. 
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1.4  Opis izbranih TO 
1.4.1  CA – 125 
Karcinomski antigen 125 (CA 125) je karbohidratni glikoprotein mucinskega tipa z 
molekulsko maso okrog 200 kD. Uporablja se kot tumorski označevalec, ki je značilen za 
epitelijski rak jajčnikov. Uporablja se za spremljanje bolnic z epitelijskim in 
nediferenciranim rakom jajčnikov. Serumska pražna vrednost TO CA 125 je 35 kU/L. 
Zvišane koncentracije se lahko pojavijo tudi pri  neovarijskih karcinomih,  kot  je rak  
endometrija, pljuč, trebušne slinavke, dojk, debelega črevesa in danke ter pri drugih 
gastrointestinalnih  tumorjih.  Prav  tako  se  lahko pojavijo  zvišane  koncentracije v   
folikularni   fazi   menstrualnega   ciklusa,   pri   cirozi, hepatitisu,  endometriozi,  
perikarditisu  in  v  zgodnji  nosečnosti. Zaradi nizke specifičnosti in občutljivosti se ne 
uporablja kot presejalni test (18). 
Glede na številne študije, je povišana vrednost tega TO pri osebah pred menopavzo, dejansko 
nakazovala rakavo obolenje pri manj kot 25 % pacientk. Pri bolnicah po menopavzi z 
vrednostmi TO nad 65 kU/L, pa so številke malo drugačne, kjer je občutljivost tega testa za 
maligen tumor 97 % in specifičnost 78 %. 
Pri karcinomu jajčnikov so zasledili zvišane vrednosti CA – 125 pri 50 % bolnic v 1. stadiju 
bolezni, 90 % bolnic v 2. stadiju in več kot 90 % v 3. stadiju bolezni. Njegova raven v krvi 
torej dobro korelira z velikostjo in stadijem tumorja. Spremembe v koncentraciji 
CA -125 naj bi se primarno upoštevale pri spremljanju odgovora na kirurški poseg in 
kemoterapijo, saj je test uporaben predvsem za spremljanje uspešnosti zdravljenja, ne pa za 
postavitev diagnoze. Biološka razpolovna doba TO CA 125 je normalno 4,8 dni, vendar se  
lahko čas razpolovne dobe giblje tudi od 5 do 10 dni (19). 
OC 125 (ang. ovarian cancer 125) opredeljeni antigeni so izraženi na visokem procentu celic 
nemucinoznega in epitelijskega karcinoma jajčnikov. OC 125 antigen so poimenovali CA 
125, ker je bil OC 125. protitelo, ki so ga sintetizirali proti celični liniji raka ovarijev (18). 
1.4.2  CA 19-9 
Karcinomski antigen 19-9 (CA 19-9) je karbohidratni krvni antigen, znan tudi kot sialil-
Lewis antigen, ki se kot glikolipid izraža na površini malignih celic. Prisoten je tudi v serumu 
kot glikoprotein mucinskega tipa z molekulsko maso 200-1000 kD. Ima vlogo pri imunskem 
nadzoru in celični adheziji (20).  
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Kot TO se uporablja za spremljanje bolnikov z rakom trebušne slinavke in kolorektalnega 
karcinoma, ko je bolezen že histopatološko potrjena. Zaradi nizke specifičnosti se ne 
uporablja pri presejalnih testih, saj je povišan pri različnih malignih in nemalignih obolenjih. 
Pogosto je povišan pri raku trebušne slinavke, kolorektalnem raku, raku želodca in jeter, pa 
tudi pri cirozi jeter, pankreatitisu in drugih obolenjih gastrointestinalnega trakta ter cistični 
fibrozi (20). 
Pri osebah, ki nimajo antigena Lewis A, se CA 19-9 ne izraža. To je posledica pomanjkanja 
encima fukoziltransferaze, ki je potreben za proizvodnjo antigena Lewis A. Monoklonska 
protitelesa se vežejo na mucinske antigenske determinante CA 19-9 in navzkrižno reagirajo 
z različnimi mucinskimi molekulami pri posameznikih z aktivnima genom Lewis (20). 
Analitična občutljivost: ≤ 2 U/ mL. Določena je bila na analizarotju Architect s kalibratorjem 
A (0 U/ ml) in predstavlja najnižjo koncentracijo 1116-NS-19-9 + 2 SD reaktivnih 
antigenskih determinant, ki jih je s to metodo mogoče zaznati (22). 
1.4.3  CEA  
Karcinoembrionalni antigen (CEA) je onkofetalni protein, eden najdlje znanih tumorskih 
označevalcev. Onkofetalni proteini normalno nastajajo med embrionalnim razvojem, pri 
odraslih ljudeh pa je njihova tvorba omejena ali zavrta. Povečane koncentracije teh proteinov 
pri odraslih so posledica reaktivacije določenih genov v transformiranih malignih celicah in 
so neposredno povezani z malignim procesom (3, 15). 
CEA je glikoprotein z molekulsko maso okrog 180 kD, ki so ga prvič izolirali iz ekstrakta 
tkiva črevesnega adenokarcinoma. Med embrionalnem razvojem nastaja v epitelijskih 
celicah gastrointestinalnega trakta, jeter in trebušne slinavke. Uporablja se kot TO za 
spremljanje raka debelega črevesja in danke. Povečane serumske koncentracije CEA pa 
lahko zasledimo tudi pri različnih malignih obolenjih ter pri kadilcih, bolnikih z bronhitisom, 
gastritisom, duodenalnim ulkusom, jetrnimi okvarami, pankreatitisom, polipi širokega 
črevesa in danke itd. (18).  
CEA se uporablja za spremljanje zdravljenja pacientov z diagnosticiranimi malignimi 
obolenji, saj so spremembe serumskih koncentracij zelo povedne. Gre za označevalec, ki ga 
lahko uporabimo za spremljanje različnih vrst malignih bolezni, zlasti rakom debelega 
črevesa in danke, pa tudi raka dojke, jajčnikov, trebušne slinavke, pljuč in jeter (3).  
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1.4.4   S-100 
S-100 je majhen dimerni protein z molekulsko maso okoli 10, 5 kDa, ki spada v več gensko 
družino kalcij vezočih proteinov. Beljakovina je bila sprva  izolirana iz možganov govedi, 
ime pa je dobila po svoji topnosti v 100-odstotni raztopini amonijevega sulfata pri nevtralni 
vrednosti pH (23).  
Vse beljakovine iz družine S-100 so iz 2 podenot α in β, ki lahko sestavljata različne 
homodimere in heterodimere. Poznamo vsaj 20 različnih beljakovin iz skupine S100, ki se 
nahajajo v  citoplazmi tako centralnega kot perifernega živčevja, melanocitih, glialnih  celic 
(Schwanove  celice  in  astrociti) ter v hondrocitih in adipocitih. 
Te beljakovine sodelujejo pri uravnavanju homeostaze kalcija, proliferaciji celic, 
fosforilaciji beljakovin, celični diferenciaciji, transkripciji, uravnavanju celičnega cikla in 
signalnih poti, kemotaksi, vnetju itd. Spremenjeno izražanje proteinov S-100  je  povezano  
z  nastankom  tumorja,  njegovim  napredovanjem  in  prognozo. Test je namenjen 
spremljanju bolnikov z malignim melanomom ter kot pomoč pri spremljanju pacientov s 
potencialno možgansko poškodbo (23, 25). 
Dokazano je, da zvišana raven tega tumorskega označevalca sovpada s prisotnostjo 
zasevkov, odraža njihovo velikost, poleg tega pa sovpada tudi s preživetjem bolnikov s 
kožnim melanomom. S spremljanjem serumskih vrednosti S100 lahko ocenjujemo tudi 
uspeh sistemskega zdravljenja pri bolnikih s KM. Ob tem je treba poudariti, da lahko zvišano 
raven S100 B izmerimo tudi pri različnih možganskih poškodbah, okužbah in vnetjih (24). 
1.4.5  CA 72-4 
TAG 72 (ang. tumor-associated glycoprotein 72) je glikoprotein, ki se nahaja na površini 
različnih tipov rakavih celic. Test CA 72-4 za detekcijo TAG 72, se uporablja kot pomoč pri 
spremljanju zdravljenja bolnikov z rakom želodca in jajčnikov. Test ima nizko specifičnost, 
vrednosti so lahko povišane tudi pri drugih malignih in benignih obolenjih, kot so: 
pankreatitis, ciroza jeter, bolezni pljuč, revmatična obolenja ter benigne bolezni jajčnikov, 
gastrointestinalnega trakta in dojk. Koncentracija označevalca narašča sorazmerno s stopnjo 
bolezni, v primeru kirurške odstranitve rakavega tkiva pa koncentracija markerja pade in 
ostane v referenčnih mejah, razen v primeru ponovitve bolezni. Občutljivost TO se poveča 
ob kombiniranem merjenju več relevantnih TO (23, 26). 
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1.4.6  CYFRA 21-1 
Citokeratini so strukturni proteini, sestavni deli podenot intermedialnih filamentov 
citoskeleta. Poznamo 20 različnih citokeratinov. Izražanje citokeratinov je odvisno od vrste 
epitelija, lege celic v epiteliju in od diferenciacije epitelijskih celic Zaradi njihove specifične 
tkivne porazdelitve so zelo uporabni v patološki diagnostiki, lahko so v pomoč pri določanju 
stopnje diferenciacije in izvora tumorskih celic. Njegove vrednosti so odvisne od stadija 
bolezni, prognoze in uspešnosti zdravljenja bolnikov. Cyfra  21-1  je  tako  kot  večina TO 
organsko  nespecifičen  in  ga najdemo v različnih tkivih. Intaktni citokeratini so zelo slabo 
topni, topne fragmente pa lahko določamo v serumu (27). 
Kot tumorski označevalec se ga največ uporablja pri bolnikih z nedrobnoceličnem rakom 
pljuč in pri karcinomu sečnega mehurja, ki se je začel razraščati v mišično tkivo (28).  
Koncentracije cyfre 21-1 v serumu zdravih ljudi so manjše od 2, 0 µg/L. Rahlo povišane 
vrednosti (do 10, 0 µg/L) lahko zaznamo pri benignih boleznih jeter in ledvični odpovedi. 
Visoke vrednosti cyfre 21-1 indicirajo višje stadije bolezni in slabšo prognozo bolezni. 
Normalne ali rahlo povišane vrednosti pa ne izključujejo možnosti rakavega obolenja. Ob 
uspešni terapiji se vrednosti označevalca znižajo. Če pa so vrednosti označevalca konstantne 
ali se le malo znižajo pa kaže na nepopolno odstranitev tumorja ali prisotnost več tumorjev 
z ustreznim terapevtskim in prognostičnim odzivom. Če koncentracije cyfre 21-1 dobro 
korelirajo z velikostjo tumorja, so lahko napovednik za napredovanje ali ponovitev bolezni 
prej kot s slikovnimi diagnostičnimi metodami (23). 
1.4.7  NSE 
Ena prvih uporabljenih skupin tumorskih označevalcev so encimi. Njihova povišana 
aktivnost je v nekaterih primerih povezana z malignimi obolenji. Citoplazemski glikolitični 
encim nevronska specifična enolaza (NSE), je prisoten v različnih dimernih oblikah iz 
imunološko različnih podenot α, β in γ. Nevronsko specifične enolaze najdemo v izooblikah 
αα in  αγ in so v visokih koncentracijah prisotne v nevronih, nevroendokrinih in 
nevroektodermalnih celicah kot tudi v tumorjih iz teh celic. Povečana tvorba tega encima 
(nad 15 ng/ mL) je lahko povezana z razvojem nevroblastoma, drobnoceličnega raka pljuč 
ali medularnega raka ščitnice. NSE se pri drobnoceličnem raku pljuč uporablja kot 
prognostični faktor in za spremljanje uspešnosti zdravljenja (27). 
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24 – 72 ur po prvi kemoterapiji se vrednosti NSE v serumu povišajo zaradi citolize tumorskih 
celic. Temu v roku enega tedna sledi padec koncentracije NSE v serumu. Pri neuspešni 
kemoterapiji pa do tega znižanja koncentracij po kemoterapiji ne pride, vrednosti ne padejo 
v območje referenčnih vrednosti. Med remisijo ima 80-96 % pacientov normalne vrednosti 
NSE. Povečane vrednosti NSE pa se spet pojavijo ob ponovitvi bolezni in sovpadajo z 
napovedjo preživetja. Pri nevroblastomu se koncentracija NSE v serumu poviša nad 30 ng/ 
mL pri 62 % prizadetih otrok. Tudi pri nevroblastomu je koncentracija NSE sorazmerna s 
stadijem bolezni in obratno sorazmerna z napovedjo preživetja (27). 
Povišane koncentracije lahko izmerimo tudi pri nekaterih ne pljučnih malignih obolenjih (pri 
22 % vseh karcinomov so koncentracije NSE nad 25 ng/mL) in pri nekaterih benignih 
boleznih pljuč in možgan. 
Pri pripravi vzorca je pomembno, da vzorce centrifugiramo v roku 1 ure po odvzemu, saj 
NSE iz eritrocitov in trombocitov vodi v lažno povišane vrednosti v primeru hemolize ali 
napačnega centrifugiranja (npr. predolg čas do centrifugiranja).  
1.4.8  AFP 
Alfa-fetoprotein je serumski glikoprotein z molekulsko maso okoli 70 kD, ki spada v 
skupino alfa1-globulinov (30). Uporablja se za spremljanje pacientov s hepatocelularnim 
karcinomom in pri pacientih z neseminomskimi germinalnimi tumorji. Povišane serumske 
koncentracije AFP pa lahko zaznamo tudi pri nekaterih drugih malignih obolenjih (rak 
trebušne slinavke, pljuč, kolona, želodca) in različnih jetrnih obolenjih (akutni virusni 
hepatitis, ciroza jeter, obstruktivni ikterus) (31). Skupaj z velikostjo in razširjenostjo 
tumorja, je AFP  neodvisen  faktor  za  napoved  preživetja. AFP je dober prognostični 
marker in se uporablja kot neodvisen faktor za napoved preživetja pri hepatocelularnem 
karcinomu (32).   
1.4.9  CA 15-3 
Karcinomski antigen CA 15-3 določamo s pomočjo dveh monoklonskih protiteles - DF3 in 
115D8, ki se vežeta na različna epitopa na antigenu. Do povečanih koncentracij tega 
markerja (nad 30 U/mL) pride pri številnih malignih in ne malignih obolenjih, kot so rak 
dojk, pljuč, maternice, gastrointestinalnega trakta. Gre za nespecifičen tumorski 
označevalec, ne za organ ne za vrsto tumorja. Uporablja pa se za spremljanje pacientov z 
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rakom dojk, saj so študije pokazale da je pri pacientih, pri katerih se tvori, dober pokazatelj 
uspešnosti zdravljenja in poteka bolezni (15).  
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2   Namen dela 
Naš namen dela je izvesti verifikacijo orientacijskih referenčnih vrednosti za izbrane 
tumorske označevalce. Raziskovalno delo bomo izvedli v skladu s smernicami Inštituta za 
klinične in laboratorijske standarde (CLSI). Tak pristop prevzema referenčnih vrednosti ima 
veliko prednosti za laboratorije, napram postavljanju lastnih referenčnih vrednosti, saj ne 
zahteva velikega števila referenčnih posameznikov ter prihrani veliko časa in denarnih 
sredstev. Raziskovalno delo bomo izvajali v Laboratoriju za analitiko hormonov in 
tumorskih označevalcev Kliničnega inštituta za klinično kemijo in biokemijo (KIKKB) 
UKC Ljubljana z odobritvijo komisije za medicinsko etiko. 
Cilji našega magistrskega dela so: 
- Izbrati primerno populacijo prostovoljcev, potencialnih referenčnih posameznikov, 
ki bodo ustrezali v naprej določenim kriterijem in jim določiti koncentracije izbranih 
tumorskih označevalcev v serumu. 
- Rezultate preiskav statistično analizirati, testirati normalnost porazdelitve podatkov 
in izvesti ustrezno transformacijo. 
- Preveriti ustreznost prenosa orientacijskih referenčnih vrednosti za izbrane tumorske 
označevalce iz zunanjega vira literature. 
Hipoteza:  
- Orientacijske referenčne vrednosti za tumorske označevalce so ustrezne. 
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3   Materiali in metode 
3.1  Preiskovanci 
Za postopek verifikacije orientacijskih referenčnih vrednosti smo zbrali 54 domnevno 
zdravih prostovoljcev, od tega 24 moških in 29 žensk. Preiskovance smo izbrali na a priori 
način, kar pomeni, da je o izboru odločala ustreznost posameznika kriterijem, ki smo jih 
določili pred začetkom postopka raziskave. Izbrali smo domnevno zdrave osebe, med 18. in 
50. letom starosti, ki so ne kadilci, ne jemljejo zdravil za kontracepcijo, zniževanje 
holesterola ali protivnetnih zdravil in ne uživajo dodatkov vitamina D več kot 800 IU 
dnevno. Prav tako smo izključili nosečnice, ženske v menopavzi in doječe matere. 
Pred odvzemom vzorca smo sodelujočim pisno in ustno pojasnili namen raziskave, nakar so 
podpisali izjavo o zavestni in svobodni privolitvi. Izpolnili so tudi vprašalnik za sodelovanje, 
na katerem so odgovorili na demografska vprašanja in vprašanja o svojih navadah (hobiji, 
jemanje zdravil in prehranskih dopolnil, kajenje, uživanje alkohola, dedne zdravstvene 
težave).  
Pred začetkom raziskave smo pridobili dovoljenje za raziskovalno nalogo s strani Komisije 
Republike Slovenije za medicinsko etiko (številka odločbe: 0120-435/2018/3)  
3.2  Vzorci 
Prostovoljcem smo odvzeli vzorce venske krvi v vakuumske epruvete brez dodanega 
antikoagulanta (epruvete z rdečim zamaškom). Vsi vzorci so bili odvzeti v skladu s 
postopkom KIKKB za standardiziran odvzem krvi. Teščost ni bila potrebna. Poskrbeli smo, 
da so prostovoljci pred odvzemom izpolnili vprašalnike in se za nekaj minut umirili. Odvzem 
je bil izveden v skladu s kriteriji,  v dopoldanskem času (med 7. in 12. uro), v obdobju od 
11. do 17. 10. 2018.  
3.2.1  Odvzem in obdelava vzorcev venske krvi 
Pripomočki za venepunkcijo (odvzem krvi): Sterilni tamponi, rokavice, razkužilo (70 % 
raztopina izopropilnega alkohola), žilna preveza, sterilne igle, epruvete z rdečimi zamaški 
za enkratno uporabo. 
Vsi vzorci so bili analizirani na dan odvzema v Laboratoriju za analitiko hormonov in 
tumorskih označevalcev Kliničnega inštituta za klinično kemijo in biokemijo (KIKKB) 
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Univerzitetnega kliničnega centra v Ljubljani. Vzorce smo v roku dveh ur in vsaj pol ure po 
odvzemu, da smo zagotovili nastanek strdka, centrifugirali v centrifugi proizvajalca Centric, 
15 minut na 3000 obratih na minuto (približno 1500 x g) in tako ločili serum od krvnega 
strdka. Serumske vzorce smo razdelili  na dva alikvota – prvi za analizator Architect® 
(kemiluminiscentna metoda), drugi za na analizator Cobas® (elektrokemiluminiscentna 
metoda). Po analizi smo vzorce hranili v hladilniku pri 4 °C. 
3.3  CMIA – kemiluminiscenčna imunska metoda z mikrodelci  
Meritve tumorskih označevalcev CEA, CA 19-9, CA 125, AFP in CA 15-3 v  serumu smo 
izvedli na imunološkem analizatorju ARCHITECT® proizvajalca Abbott. Merjenje 
koncentracije temelji na  podlagi  kemilumuniscenčne reakcije (CMIA = Chemiluminescent 
Microparticle Immunoassay) (20). Pri kemiluminiscenci je pojav elektronov v vzbujenem 
stanju in posledično oddajanje energije v obliki vidnega elektromagnetnega valovanja 
posledica kemijske reakcije. Kemijsko reakcijo, sposobno ustvarjanja svetlobe imenujemo 
kemiluminiscenčna reakcija.  Merimo  emisijo fotonov, ki jo dajejo produkti kemijske  
reakcije, pri vračanju iz vzbujenega v osnovno stanje (21,33).  
3.3.1  Lastnosti metode  
Metodo je validiral proizvajalec, ki je metodo razvil. Natančnost ujemanja meritev 
koncentracij CEA, CA 19-9, CA 125, AFP in CA 15-3 so določili s pomočjo Architect 
reagentov,  humanih  serumov  in  kontrolnega  materiala.  Natančnost meritev so testirali 2- 
krat dnevno po 2 paralelki 20 dni (n=80), ter izračunali srednje vrednosti in koeficiente 
variacije (preglednica I).  
Izkoristek metode je bil določen s strani proizvajalca z merjenjem koncentracij analita v 
vzorcih, dodatkom znane koncentracije antigena v vzorec ter meritvami končnih 
koncentracij. S temi podatki izračunamo izkoristek (%) s pomočjo izraza: 
 %R= [CK/(CA+CD)]*100 % 
CK...koncentracija analita v vzorcu z dodatkom antigena 
CA...koncentracija analita v vzorcu brez dodatka antigena 
CD…koncentracija dodanega antigena (izmerjena vrednost) 
V preglednici so razvidne specifične karakteristike metode CMIA, ki jih je proizvajalec 
navedel za naše analite (22). 
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Preglednica I: Lastnosti metode CMIA. 
analit CEA CA 19-9 CA 125 AFP CA 15-3 
Ponovljivost ≤ 8 % CV ≤ 10% CV ≤ 10% CV ≤ 7,5 %CV ≤ 8 % CV 
Izkoristek 100 ± 10 % 100 ± 15 % 100 ± 15 % 100 ± 10 % 100 ± 15 % 
Meja zaznavnosti 0,5 µg/ L 2,0 kU/L ≤ 1,0 kU/L ≤1,0 µg/L ≤ 0,5 kU/L 
 
3.3.2  Reagenti 
Uporabili smo komplete reagentov proizvajalca ARCHITECT®.  
1. Komplet reagentov za detekcijo CEA, ki vsebuje:  
- Suspenzijo magnetnih mikrodelcev: mikrodelci prekriti z monoklonskimi CEA 
protitelesi, v TRIS pufru s proteinskim govejim stabilizatorjem. 
- Konjugat: sekundarna označena monoklonska CEA protitelesa v fosfatnem pufru s 
proteinskim govejim stabilizatorjem, namenjena kvantifikaciji antigena. 
2. Komplet reagentov CA 19-9, ki vsebuje: 
- Suspenzijo magnetnih mikrodelcev: mikrodelci prekriti z monoklonskimi 1116-NS-
19-9 protitelesi v citratnem pufru z govejim proteinskim stabilizatorjem. 
- Konjugat: sekundarna označena monoklonska 1116-NS-19-9 protitelesa v fosfatnem 
pufru s proteinskim govejim stabilizatorjem. 
3. Komplet reagentov CA 125, ki vsebuje: 
- Suspenzijo magnetnih mikrodelcev: mikrodelci prekriti z monoklonskimi CA 125 
protitelesi, v TRIS pufru z govejim proteinskim stabilizatorjem. 
- Konjugat: sekundarna označena monoklonska CA 125 protitelesa (imenovana tudi 
M11) v fosfatnem pufru s proteinskim govejim stabilizatorjem (goveji serumski 
albumin, ang. Bovine Serum albumin - BSA), ki so namenjena kvantifikaciji 
antigena. 
4. Komplet reagentov CA 15-3, ki vsebuje: 
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- Suspenzijo magnetnih mikrodelcev: mikrodelci prekriti z monoklonskimi 115D8 
protitelesi, v TRIS pufru z govejim proteinskim stabilizatorjem. 
- Konjugat: sekundarna označena monoklonska DF3 protitelesa v fosfatnem pufru s 
proteinskim govejim stabilizatorjem. 
5. Komplet reagentov AFP, ki vsebuje: 
- Suspenzijo magnetnih mikrodelcev: mikrodelci prekriti z monoklonskimi AFP 
protitelesi, v MES pufru z govejim proteinskim stabilizatorjem. 
- Konjugat: sekundarna označena monoklonska AFP protitelesa v MES pufru s 
proteinskim govejim stabilizatorjem. 
6. Spiralna tekočina in topilo (Wash, Diluent): fosfatni pufer s soljo. 
7. Predsprožilna raztopina: 1,32 % vodikov peroksid. 
8. Sprožilna raztopina: 0,35 N natrijev hidroksid.  
3.3.3  Princip metode CMIA 
CMIA je dvostopenjska nekompetitivna imunska metoda z mikrodelci. V prvi stopnji se 
tumorski označevalec, ki je prisoten v vzorcu, veže na paramagnetne mikrodelce, ki so 
prekriti s specifičnimi monoklonskimi protitelesi.  Po  spiranju  z  spiralnem reagentom se  
v  mešanico  doda  konjugat sekundarnih protiteles označenih z akridinijevmi estri. Ta se 
vežejo na kompleks antigen-protitelo 1. Analit je ujet med dvoje protiteles, ki so specifična 
za različna epitopa na antigenu - analitu (»sendvič« test). Po spiranju sledi dodatek 
predsprožilne tekočne z vodikovim peroksidom. Ta zagotovi kislo okolje, prepreči prehitro 
emisijo svetlobe, ohranja mikrodelce v skupkih in omogoča, da optični sistem izmeri ozadje 
(slepo). Sledi dodatek sprožilne tekočine natrijevega hidroksida, poteče kemilumniscenčna 
reakcija in optični sistem usmeri svetlobo do CMIA čitalca s fotopomnoževalko. Iz 
intenzitete kemiluminiscenčne reakcije se izračuna koncentracija analita v vzorcu (20, 21). 
Imunokemijski test je  nekompetativni dvostranski test (»sendvič« test). 
3.3.4  Omejitve metode 
- Heterofilna protitelesa v človeškem serumu lahko vstopajo v interakcijo z 
imunoglobulini v reagentu.  
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- Preiskovanci, ki so v terapevtske ali diagnostične namene prejeli pripravke iz mišjih 
monoklonskih protiteles, imajo lahko v serumu protitelesa HAMA (human anti-
mouse antibodies). Pri njih lahko dobimo lažno povišane ali znižane rezultate. 
- Preiskovanci s potrjenim malignim obolenjem imajo lahko koncentracije TO v 
serumu znotraj intervala referenčnih vrednosti. Prav tako imajo lahko osebe brez 
malignega obolenja povišane koncentracije TO, zato se sam test ne uporablja kot 
diagnostični ali presejalni test za maligna obolenja. 
Analizna specifičnost  
Območje koncentracij motečih snovi, ki vplivajo ≤ 10 % na koncentracijo CEA, CA-125, 
CA 15-3 in CA 19-9 v vzorcu: 
 •Bilirubin............... 28,2 – 31,2 g/L 
•Hemoglobin...........5 – 6 g/L 
•Totalni proteini........100 - 132 g/L  
•Trigliceridi............ 34, 2 – 58, 2 mmol/L 
3.3.5  Podajanje rezultatov in referenčne vrednosti proizvajalca reagentov 
- Rezultate  za CA 19-9 podajamo v kU/L. Linearnost  metode  je  do  1200 kU/L. 
Referenčna vrednost za CA 19-9 je do 37 kU/L.  
- Rezultate  za CA 15-3 podajamo  v  kU/L. Linearnost  metode  je  do 800 kU/L. 
Referenčna vrednost za CA 15-3 je do 30 kU/L. 
- Rezultate za CEA podajamo v μg/L. Linearnost  metode  je  do  1500 μg/L. 
Referenčna vrednost za CEA je do 4,2 μg/L. 
- Rezultate za CA 125 podajamo v kU/L. Linearnost  metode  je  do  1000 kU/L. 
Referenčna vrednost za protein CA 125 je do 35 kU/L. 
- Rezultate za AFP podajamo v kU/L. Linearnost  metode  je  do  2000 kU/L. 
Referenčna vrednost za protein AFP  je do 6,2 kU/L. 
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Preglednica II: Podajanje rezultatov in referenčne vrednosti izbranih tumorskih označevalcev. 
Analit CA 19-9 CA 15-3 CEA CA 125 AFP 
Enote kU/L kU/L μg/L kU/L kU/L 
Referenčna 
vrednost 
do 37  do 30  do 4,2 do 35  do 6,2  
Linearnost 
metode 
do 1200  do 800  do 1500  do 1000  do 2000  
 
3.3.6   Postopek izvedbe 
Upoštevali smo navodila za delo z analizatorjem in sledili navodilom za uporabo reagentov 
s strani proizvajalca. Gre za popolnoma avtomatiziran analizator za imunološke teste. 
Suspenzijo magnetnih mikrodelcev pred prvo uporabo premešamo, da zagotovimo ustrezno 
mešanje magnetnih mikrodelcev. Reagent vstavimo na ustrezno mesto v analizatorju, nakar 
mešanje poteka avtomatsko. Pred meritvijo vzorcev naredimo kontrolo kakovosti z meritvijo 
kontrolnega materiala. Kalibracijo reagentov prav tako izvedemo po proizvajalčevih 
navodilih, ko je potrebno (nov lot reagenta, kontrole izven priporočenih vrednosti, po večjih 
servisih). Ko preverimo ustreznost rezultatov kontrolnih vzorcev, vzorce preiskovancev 
naložimo v stojala in vstavimo v analizator. Kot vzorčni material smo uporabili krvni serum, 
ki smo ga po centrifugiranju ločili od sedimenta krvnih celic. Vsi reagenti in vzorec so bili 
odmerjeni avtomatsko. Vsak reagent in naročene preiskave so identificirane s pomočjo črtne 
kode. Prav tako računalniški program samodejno poda rezultat, na podlagi umeritvene 
krivulje. Rezultati vzorcev s črtno kodo se samodejno prenesejo v Laboratorijski 
informacijski sistem, lahko pa jih najdemo tudi na zaslonu analizatorja.  
3.4  ECLIA: elektrokemiluminiscentni encimskoimunski test 
Merjenje koncentracije CA 72-4, CYFRA 21-1, NSE in S-100 v serumu poteka    
imunokemijsko na podlagi elektrokemiluminiscentne reakcije  (ECLIA = 
electrochemiluminiscence  immunoassay). Koncentracijo TO smo izmerili na imunološkem 
analizatorju Cobas® e411 proizvajalca Roche, ki omogoča in vitro kvantitativno merjenje v 
humanih serumskih vzorcih. 
Osnova  reakcije  je  nastanek  kompleksa  antigen-protitelo,  ki  se  ga  določi  z  označenimi 
protitelesi (sendvič tehnika). Temelji  na principu kemiluminiscence, analizator meri 
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sproščeno  emisijo fotonov, ki je sorazmerna s koncentracijo določenega analita v vzorcu in 
se s pomočjo ustreznega računalniškega programa avtomatično pretvori v koncentracijo 
tumorskega označevalca. 
3.4.1  Reagenti 
Uporabili smo reagente proizvajalca Elecsys, Roche Diagnostics. 
- Reagent S100: M - mikrodelci označeni s streptavidinom, R1- monoklonska anti-
S100 protitelesa označena z biotinom v fosfatnem pufru, R2 – monoklonska anti-
s100 protitelesa označena z rutenijevim kompleksom v fosfatnem pufru. 
- Reagent CA 72-4: M - mikrodelci označeni s streptavidinom, R1 - monoklonska anti- 
CA 72-4 protitelesa označena z biotinom v fosfatnem pufru, R2 - monoklonska anti-
CA 72-4 protitelesa označena z rutenijevim kompleksom v fosfatnem pufru. 
- Reagent CYFRA 21-1: M - mikrodelci označeni s streptavidinom, R1- monoklonska 
anti-citokeratin 19 protitelesa označena z biotinom v fosfatnem pufru, R2 – 
monoklonska anti-citokeratin 19 protitelesa označena z rutenijevim kompleksom v 
fosfatnem pufru. 
- Reagent NSE: M - mikrodelci označeni s streptavidinom, R1- monoklonska anti-
NSE protitelesa označena z biotinom v fosfatnem pufru, R2 – monoklonska anti-
NSE protitelesa označena z rutenijevim kompleksom v fosfatnem pufru. 
Reagente shranjujemo pri 2 – 8 °C v pokončnem položaju, tako zagotovimo primeren 
položaj mikrodelcev med avtomatskem mešanjem pred uporabo. 
Ostali reagenti na analizatorju Cobas e 411:  
- reagent ProCell se uporablja za generiranje elektrokemijskega signala in kot spiralna 
tekočina. Vsebuje fosfatni pufer, tripropilamin (TPA), detergent in konzervans. 
- reagent CleanCell se uporablja za čiščenje pretočnega sistema analizatorja in 
merilne celice. Vsebuje kalijev hidroksid in detergent. 
- Reagent SysClean se uporablja za sistemsko čiščenje analizatorja. 
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3.4.2  Princip 
1. antigene iz vzorca (serum) inkubiramo s specifičnimi monoklonskimi protitelesi 
označenimi z biotinom in s specifičnimi monoklonskimi protitelesi označenimi z rutenijevim 
kompleksom. Protitelesa iz reagenta z tumorskem označevalcem iz vzorca tvorijo sendvič 
kompleks.  
2. sledi dodatek  s  streptavidinom  označenih  magnetnih mikrodelcev. Sendvič kompleksi 
se vežejo na  trdno  fazo  preko  medsebojnega  delovanja  biotina  in  streptavidina.  
3. Reakcijska zmes (streptavidin:biotin-prvo protitelo : antigen : drugo protitelo-rutenij) se 
prenese v merilno celico, kjer  se mikrodelci  magnetno  ujamejo  na  površino platinaste 
elektrode.  Nevezane sestavine se sperejo z  reagentom  ProCell. Sledi dodatek napetosti, z 
ustvarjanjem ustreznega potenciala na površini elektrode sprožimo kemiluminiscentno 
reakcijo in emisijo svetlobe, ki jo izmeri fotopomnoževalka.  
4. Rezultate dobimo s pomočjo kalibracijske krivulje, ko jo instrument generira preko 
dvotočkovne kalibracije in glavne krivulje reagenčne kode. 
3.4.3  Lastnosti metode  
Metodo je validiral proizvajalec, ki je metodo razvil. Proizvajalec je ponovljivost meritev 
koncentracij CA 72-4, NSE in CYFRA 21-1 določil s pomočjo Elecsys reagentov, humanih 
serumov in kontrolnega materiala. Ponovljivost meritev  so testirali 6 krat dnevno, 10 dni 
(n=60). Za vse naštete analite so določili ponovljivost med meritvami (n=60) s koeficienti 
variacije pod 3,1 % in točnost meritev s koeficienti variacije pod 5 %. 
Proizvajalec je ponovljivost meritev koncentracij S-100 določil s pomočjo Elecsys 
reagentov,  humanih  serumov  in  kontrolnega  materiala.  Ponovljivost meritev S-100 so 
testirali 2-krat dnevno 21 dni (n=84). Določili so ponovljivost (za tri vzorce in dve 
komercialni kontroli) s povprečnim koeficientom variacije 1,52 % ter točnost meritev s 
koeficientom variacije 4,32 %. 
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Preglednica III: Lastnosti metode ECLIA. 
Analit [enote] S-100 [µg/L] CA 72-4 [U/mL] NSE [ng/mL] CYFRA 21-1 
[ng/mL] 
Merilno območje 0,005 – 39  0,2 – 300  0,050 – 370  0,1 - 500 
Meja zaznavnosti < 0,005  < 0,20  < 0,05 ≤ 0,10 
Funkcionalna 
občutljivost 
< 0,02  1,0  0,25 (proizvajalec ni 
navedel) 
 
Analizna specifičnost: interference pri merjenju cyfra 21-1, CA 72-4, proteina S-100 in 
NSE v vzorcih 
Na koncentracijo NSE v vzorcu vpliva: 
- ikteričnost vzorca v primeru, da je vrednost bilirubina > 1231 μmol/L, 
- lipemičnost vzorca v primeru, da je vrednost trigliceridov > 22,8 mmol/L, 
- biotin, če je njegova serumska vrednost > 409 nmol/L, 
- hemoliziran vzorec, saj eritrociti vsebujejo NSE, 
- revmatoidni dejavnik, če je njegova vrednost > 1500 IU/mL. 
Na koncentracijo proteina S-100 v vzorcu vpliva: 
- ikteričnost vzorca v primeru, da je vrednost bilirubina > 428 μmol/L, 
- hemoliziran vzorec v primeru, da je vrednost hemoglobina > 0,621 mmol/L oz. 10 
g/L, 
- lipemičnost vzorca v primeru, da je vrednost lipidov >15 g/L, 
- biotin, če je njegova vrednost v serumu > 205 nmol/L. 
Na koncentracijo CA 72-4 v vzorcu vpliva: 
- ikteričnost vzorca v primeru, da je vrednost bilirubina > 1229 μmol/L, 
- lipemičnost vzorca v primeru, da je vrednost trigliceridov > 17,1 mmol/L, 
- biotin, če je njegova vrednost v serumu > 246 nmol/L, 
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- hemoliziran vzorec v primeru, da je koncentracija hemoglobina > 22 g/L. 
Na koncentracijo CYFRA 21-1 v vzorcu vpliva: 
- ikteričnost vzorca v primeru, da je vrednost bilirubina > 1112 μmol/L, 
- lipemičnost vzorca v primeru, da je vrednost trigliceridov > 17,1 mmol/L, 
- biotin, če je njegova vrednost v serumu > 205 nmol/L, 
- hemoliziran vzorec v primeru, da je koncentracija hemoglobina > 15 g/L. 
3.4.4  Postopek izvedbe 
Upoštevali smo navodila za delo z analizatorjem. To je popolnoma avtomatiziran analizator 
za imunološke teste, ki lahko opravi do 86 testov na uro. Komplete reagentov pred uporabo 
temperiramo na sobno temperaturo, odpremo pokrove in preverimo, če so kakšni zračni 
mehurčki. Reagente vstavimo na ustrezno mesto v analizator, kjer jih pustimo do porabe. 
Pred meritvijo vzorcev izvedemo meritev kontrolnega materiala. Ob zamenjavi lota (serije) 
reagentov, pretečeni kalibraciji reagenta, vrednosti kontrolnih vzorcev izven določenega 
intervala, po določenih servisih oz. po 12 tednih uporabe istega lota reagenta pred meritvijo 
kontrolnega materiala izvedemo še kalibracijo. Kalibracijske standarde uporabimo po 
navodilu. Vzorce preiskovancev naložimo v stojala in vstavimo v analizator. Naročene 
preiskave so odčitane iz črtnih kod, ki smo jih nalepili na epruvete z vzorci. Rezultati se 
samodejno prenesejo v Laboratorijski informacijski sistem, lahko pa jih vidimo tudi na 
zaslonu. 
3.4.5  Podajanje rezultatov in referenčne vrednosti 
Rezultate  za nevron specifično enolazo podajamo v μg/L. Linearnost  metode  je  do  370 
μg/L. Referenčna vrednost za NSE je do 25,7 μg/L.  
Rezultate  za protein S-100 podajamo  v  μg/L. Linearnost  metode  je  do  39 μg/L. 
Referenčna vrednost za protein S-100 je do 0,10 μg/L. 
Rezultate za cyfra 21-1 podajamo v μg/L. Linearnost  metode  je  do  500 μg/L. Referenčna 
vrednost za protein cyfra 21-1 je do 3,3 μg/L. 
Rezultate za CA 72-4 podajamo v kU/L. Linearnost  metode  je  do  300 kU/L. Referenčna 
vrednost za protein CA 72-4 je do 6, 9 kU/L. 
 
 26  
Preglednica IV: Podajanje rezultatov in referenčne vrednosti TO, ki jih merimo na analizatorju 
Cobas®. 
Analit NSE S-100 Cyfra 21-1 CA 72-4 
Enote μg/L μg/L μg/L kU/L 
Referenčna 
vrednost 
do 25,7  0,10  do 3,3  do 6,9  
Linearnost 
metode 
do 370 do 39  do 500 do 300  
 
3.5  STATISTIČNE METODE 
Za urejanje podatkov smo uporabili elektronsko preglednico Microsoft Excel® 2010. 
Podatke smo ločili po spolu, saj se izmerjene vrednosti kot razponi referenčnih vrednosti za 
nekatere tumorske označevalce med spoloma razlikujejo. Za verifikacijo orientacijskih 
referenčnih vrednosti za tumorske označevalce: NSE, S100, Cyfra, CA 72-4, AFP, CEA in 
CA 19-9, smo nato naključno izbrali 10 referenčnih posameznikov moškega in 10 ženskega 
spola. Za tumorske označevalce CA 125 in CA 15-5, pa smo naključno izbrali po 20 
referenčnih posameznic. 
Za obdelavo rezultatov smo uporabili statistični program MedCalc® (različica  17.2, 
MedCalc   Software bvba, Ostend, Belgija; http://www.medcalc.org; 2017). Pri obravnavi 
laboratorijskih rezultatov neke populacije je pričakovano, da nekatere izmerjene vrednosti 
zelo odstopajo od ostalih in ne spadajo k pridobljenim podatkom. Uporabili smo test Tucay 
za detekcijo teh zunaj ležečih vrednosti oziroma ubežnikov. Potrebno jih je določiti in 
poiskati vzroke njihovega odstopanja pred nadaljnjo statistično obdelavo podatkov. Tucay-
eva metoda zazna zelo visoke in zelo nizke vrednosti po določeni formuli, preko razlik med 
zgornjim in spodnjim kvartilom. 
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3.5.1  Testiranje  normalnosti  porazdelitve za  posamezne tumorske označevalce 
V kolikšni meri naši rezultati ustrezajo normali porazdelitvi smo preverili s testom 
normalnosti s pomočjo programa MedCalc. Normalnost porazdelitve podatkov smo testirali 
s statističnim D' Agostino-Pearson K2  omnibus testom, z ničelno in alternativno hipotezo: 
- H0: vrednosti spremenljivke se porazdeljujejo normalno 
- HA: vrednosti spremenljivke se ne porazdeljujejo normalno 
Ničelna hipoteza pri tem postopku s 5 % tveganjem napake (α) predvideva, da je porazdelitev 
normalna. V primeru, da je p-vrednost manjša od 0,05, H0 zavržemo in sklepamo, da se 
podatki ne porazdeljujejo normalno. Na podatkih, ki se niso normalno porazdeljevali, smo  
izvedli  logaritemsko  transformacijo. S pomočjo statističnega programa MedCalc smo 
določili tudi mediano, standardni odklon (SD) ter najnižjo in najvišjo vrednost. 
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4   REZULTATI 
Za verifikacijo orientacijskih referenčnih vrednosti za tumorske označevalce: NSE, S100, 
Cyfra, CA 72-4, AFP, CEA in CA 19-9 smo iz naše populacije 54 primernih oseb naključno 
izbrali 10 referenčnih posameznikov moškega in 10 ženskega spola. Najstarejša oseba 
vključena v raziskavo je bila stara 22, najmlajša pa 48 let. Povprečna starost je 31,6 leta. 
Preglednica V: Osnovni podatki o starosti prostovoljcev, ki smo jih vključili v raziskavo izbranih TO. 
 Število prostovoljcev Povprečna starost Interval (leta) 
Moški 24 33,0 ±7,6 23-48 
Ženske 29 30,5 ± 6,5 22-45 
 
Preglednica VI: Osnovni podatki o starosti prostovoljk vključenih v analizo CA 125 in CA 15-3. 
Število prostovoljk Povprečna starost Interval (leta) 
20 32,15 ± 6,9 22-45 
 
V spodnji preglednici so prikazani pridobljeni rezultati naših analitov, v nadaljevanju 
poglavja pa so predstavljeni rezultati posameznih tumorskih označevalcev ter naše ravnanje. 
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Preglednica VII: spol, starost in koncentracije tumorskih označevalcev za posamezne prostovoljce, 
























801106 41 Ž 11,3 0,04 2 1,3 4 2,9 9,6 
798080 40 Ž 9,1 0,03 1,8 1,3 3,5 0,25 3,5 
801030 39 Ž 10,4 0,05 1,1 0,6 1,5 0,5 17,4 
797868 34 Ž 12,2 0,05 0,9 2,8 0,9 0,9 1 
801120 32 Ž 9,7 0,05 1,8 0,8 1,5 1 1 
801126 29 Ž 10,9 0,03 1,3 1,1 4,2 0,9 10,8 
797847 27 Ž 10 0,04 1,3 0,8 3,8 0,9 14,1 
801069 25 Ž 12,1 0,07 1,2 0,7 2,2 0,6 30,9 
797859 23 Ž 13 0,07 3 12* 1,2 0,5 3,9 
797719 45 Ž 10,1 0,03 1,3 0,6 3,7 0,25 7 
801172 23 M 14,3 0,04 1,1 1,4 1,9 1,3 1 
798095 24 M 11,9 0,08 0,9 1,1 1,8 2,3 3,3 
801964 24 M 15 0,06 1,7 0,2 1,4 1,6 23,9* 
801115 28 M 13,5 0,04 3 3,6 4 0,25 1 
801048 31 M 10,3 0,03 1,5 0,8 1,1 1 1 
801127 32 M 12,6 0,05 1 0,6 1,4 2,6 1 
801093 33 M 8,7 0,04 2,6 3,3 2,1 0,6 1 
801152 43 M 13,2 0,05 3,6 1 1,7 2,9 7,1 
798084 47 M 15 0,06 2 0,6 2,7 1 84,1* 
801041 48 M 8,1 0,04 2,8 37,1* 9,8* 1 4,1 
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Morebitne ubežnike smo izključili iz nadaljnje statistične analize in jih nadomestili s 
primernim referenčnim posameznikom. Nadomestni referenčni posameznik je vključen v 
statistično analizo in izbran glede na starost – čim bližje izključenemu posamezniku.  V 
spodnji preglednici imamo nekatere opisne mere za izmerjene vrednosti tumorskih 
označevalcev, rezultati ubežnikov za izračun srednje ter najvišje in najnižje vrednosti niso 
upoštevani. Podatke smo obravnavali v skladu z njihovo porazdelitvijo. Zaradi nesimetrične 
porazdelitve vrednosti rezultatov nekaterih tumorskih označevalcev, smo podatke 
logaritemsko transformirali (CA 72-4, CA 19-9, CA 125, CA 15-3).  





Analit najnižja najvišja 
NSE [μg/L] 11,57 8,1000 15,0 
S-100 [μg/L] 0,0475 0,0300 0,080 
cyfra 21-1 [μg/L] 1,795 0,900 3,600 
CA 72-4 [kU/L] 1,205 0,200 3,600 
AFP [kU/L] 2,450 0,900 4,400 
CEA [μg/L] 1,1625 0, 2500 2,900 
CA 19-9 [kU/L] 7,250 1,000 30,900 
CA 125 [kU/L] 15,790 5,900 29,400 
CA 15-3 [kU/L] 9,47 4,10 16,90 
 
4.1  Rezultati meritev NSE 
Izstopajoče  vrednosti oziroma ubežnike smo izračunali po Tukey-jevi metodi. Za analit NSE 
nismo zaznali nobenega ubežnika, zato sklepamo, da gre za statistično homogeno 
populacijo. Nadaljujemo s testom normalnosti, ki potrdi normalnost porazdelitve podatkov, 
zato ne izvedemo transformacije podatkov.  
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4.2  Rezultati meritev proteina S-100 
Za protein S-100 nismo zaznali nobenega ubežnika. S testom D'Agostino-Pearson potrdimo, 
da so rezultati porazdeljeni normalno. Rezultate primerjamo z referenčnimi vrednostmi 
KIKKB in od proizvajalca. Orientacijske referenčne vrednosti lahko verificiramo, saj so 
izmerjene vrednosti znotraj intervala. 
4.3  Rezultati meritev cyfra 21-1 
Za analit cyfra 21-1 s Tukay-evim testom ne zaznamo ubežnikov. S testom normalnosti 
potrdimo, da so rezultati porazdeljeni normalno. Rezultate primerjamo z referenčnimi 
vrednostmi KIKKB in od proizvajalca. Orientacijske referenčne vrednosti lahko 
verificiramo, saj so izmerjene vrednosti znotraj intervala. 
 
 
Slika 1: Kvantilni diagram Cyfra 21-1 
4.4  Rezultati meritev CA 72-4 
Izstopajoče  vrednosti oziroma ubežnike smo izračunali po Tukey-jevi metodi. Za analit CA 
72-4 smo zaznali dva ubežnika, ki sta v preglednici VII označena z zvezdico in razvidna na 
sliki 2. 
 Izstopajoče vrednosti so predstavljene tudi na grafu: Kvantilni diagram CA 72-4. Ubežnika 
izločimo iz statistične analize in vključimo nova referenčna posameznika, ki sta v 
preglednici označena z rumeno. Razlogov za ubežnike pri prostovoljcih je lahko več. CA 
 
 32  
72-4 je nespecifičen test, ki se uporablja za spremljanje zdravljenja bolnikov z rakom 
jajčnikov in želodca, povišan pa je tudi pri številnih drugih malignih in benignih obolenjih. 
Lahko gre za potencialnega bolnika, pri katerim se še niso razvili klinični znaki. 
Preglednica IX: Podatki ubežnikov CA 72-4 in novo vključenih referenčnih posameznikov. 
Zap.št. Lab.št. Starost Spol CA 72-4 [kU/ L] 
Ubežnik 1 797859 23 ž 12 
Vključen 797823 23 ž 1,1 
Ubežnik 2 801041 48 M 37,1 
Vključen 797697 43 M 0,4 
 
Slika 2: Kvantilni diagram CA 72-4 
Nadaljujemo s testom normalnosti porazdelitve podatkov. Uporabimo test D'Agostino-
Pearson. Ker se podatki ne porazdeljujejo normalno jih logaritemsko transformiramo in 
ponovno testiramo ničelno in alternativno hipotezo. S pomočjo D'Agostino-Pearson testa 
preverimo ali se rezultati logaritmiranih koncentracij CA 72-4 porazdeljujejo normalno. Po 
transformaciji sprejmemo ničelno hipotezo, podatki se porazdeljujejo normalno, 
logaritmiranje koncentracij je nenormalno porazdelitev spremenilo v normalno (p=0,6365). 
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Slika 3: Točkovni prikaz rezultatov CA 72-4 po logaritemski transformaciji podatkov. 






najnižja [kU/L] najvišja  [kU/L] 
0, 8944 2 0, 200 3, 600 
 
4.5  Rezultati meritev AFP 
Za analit AFP smo z Tukey-evo metodo zaznali enega ubežnika, ki je v preglednici VII 
označen z zvezdico. Ubežnika izključimo iz statistične analize in vključimo novega 
referenčnega posameznika, ki je v preglednici XI označen z rumeno.  




starost spol AFP [kU/L] 
ubežnik 801041 48 m 9,8 
vključimo 797697 43 M 4,4 
 
AFP se uporablja se za spremljanje pacientov s hepatocelularnim karcinomom in pri 
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pa lahko zaznamo tudi pri nekaterih drugih malignih obolenjih (rak trebušne slinavke, pljuč, 
kolona, želodca) in različnih jetrnih obolenjih (akutni virusni hepatitis, ciroza jeter, 
obstruktivni ikterus) (31). Razlogov za ubežnike je pri prostovoljcih lahko več. Prostovoljec 
s to laboratorijsko številko je imel povišana tumorska označevalca (AFP in CA 72-4). V 
vprašalniku je navedel, da redno uživa alkohol (tedensko ali več). Med drugim gre lahko za 
potencialnega bolnika z jetrnim obolenjem, pri katerem se klinični znaki še niso razvili. 
Navedel je tudi, da je redno fizično  aktiven, ukvarja se s tekom, ter uživa prehranske dodatke 
(magnezij in glukozamin). 
S testom normalnosti porazdelitve podatkov ugotovimo, da se podatki ne porazdeljujejo 
normalno. Zato jih logaritemsko transformiramo in ponovno testiramo ničelno in 
alternativno hipotezo. Nato smo z D'Agostino-Pearson testom dokazali, da je porazdelitev 
logaritmiranih vrednosti koncentracij AFP normalna (p = 0,0947). 
 
Slika 4: Točkovni prikaz rezultatov AFP po logaritemski transformaciji. 
Preglednica XII: Statistični parametri izmerjenih vrednosti AFP 
Mediana                  Število ubežnikov najnižja vrednost 
[kU/L]            
najvišja  vrednost 
[kU/L] 
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4.6  Rezultati CEA 
Za analit CEA nismo zaznali nobenega ubežnika. Nadaljujemo s testom normalnosti 
porazdelitve podatkov, ki potrdi normalnost porazdelitve podatkov. 
Preglednica XIII: Statistični parametri izmerjenih vrednosti CEA 
Mediana [μg/L]                        ubežniki SD   najnižja vrednost 
[μg/L]          
najvišja  
vrednost [μg/L] 
0, 9500   / 0, 8564 0, 2500 2, 900 
 
4.7  Rezultati meritev CA 19-9 
Preglednica XIV: Spol, starost in koncentracije CA 19-9 izključenega in vključenega preiskovanca. 
 Lab. št. starost spol CA 19-9 
ubežnik 798084 47 m 84,1 
vključimo 797697 43 m 2,4 
 
 
Slika 5: točkovni prikaz rezultatov CA 19-9. 
Ubežnike smo izračunali po Tukey-jevi metodi. Za analit CA 19-9 smo zaznali enega 
ubežnika, ki je v preglednici označen s sivo. Ubežnika izključimo iz statistične analize in 
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nizke občutljivosti in specifičnosti se test CA 19-9 ne uporablja pri presejalnih testih, saj je 
povišan pri različnih malignih in benignih obolenjih. Razlogov za ubežnike je pri 
prostovoljcih lahko več. Med drugim gre lahko za potencialnega bolnika, pri katerem se 
klinični znaki še niso razvili. V vprašalniku je prostovoljec navedel, da redno jemlje 
določeno zdravilo za zdravljenje epilepsije. Povezave s povišanjem CA 19-9 in tem 
zdravilom v literaturi nismo našli. Nadaljujemo s testom normalnosti porazdelitve podatkov. 
Ker se podatki ne porazdeljujejo normalno jih logaritemsko transformiramo in ponovno 
testiramo ničelno in alternativno hipotezo. Nato z D'Agostino-Pearson testom dokažemo, da 
je porazdelitev logaritmiranih vrednosti koncentracij CA 19-9 normalna (p = 0,1617). 
Preglednica XV: Statistični parametri izmerjenih vrednosti CA 19-9. 
Mediana [μg/L]                        ubežniki najnižja vrednost 
[μg/L]          
najvišja  vrednost 
[μg/L] 
3, 700   1  1, 000 30, 900 
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4.8  Rezultati meritev CA 125 
S pomočjo Tukey-eve metode smo najprej preverili prisotnost ubežnikov. Pred nadaljnjo 
statistično analizo iz raziskave izključimo dva ubežnika, ki sta v preglednici 1 označena z 
zvezdico. Vključimo nova referenčna posameznika, ki sta v preglednici XVI označena z 
rumeno.  
Preglednica XVI: podatki o izključenih in na novo vključenih referenčnih posameznicah. 
  Lab. št. starost CA 125 [kU/L] 
Ubežnik 1 797823 23 50,2 
Ubežnik 2 801030 39 54,7 
Vključimo 1 801075 24 16,8 
Vključimo 2 798082 43 16,8 
 
Ker gre za nespecifičen tumorski označevalec, prostovoljki pa sta ženski v rodni dobi je 
lahko razlogov za povišanje tega analita mnogo. Prostovoljki, katerih rezultata sta statistično 
signifikantno različna od rezultatov ostalih prostovoljk in spadata med ubežnike, sta v 
vprašalniku navedli, da uživata nekatera zdravila. In sicer ena redno uživa zdravila z 
dvovalentnim železom za peroralno uporabo, druga pa nekatera proti bolečinska zdravila. 
Nismo našli povezave med jemanjem teh zdravil in povišano serumsko koncentracijo CA 
125. Zaradi nizke specifičnosti in občutljivosti se CA 125 ne uporablja kot presejalni test. 
Zvišane koncentracije se med drugim lahko pojavijo pri raku jajčnikov, v folikularni fazi 
menstrualnega ciklusa, pri cirozi, hepatitisu, endometriozi, perikarditisu in v zgodnji  
nosečnosti (18). 
Nadaljujemo s testom normalnosti porazdelitve podatkov. Uporabimo test D'Agostino-
Pearson. Ker se podatki ne porazdeljujejo normalno jih logaritemsko transformiramo in 
ponovno testiramo ničelno in alternativno hipotezo. Porazdelitev logaritmiranih vrednosti 
koncentracij CA 125 je normalna, kar dokažemo z D'Agostino-Pearson testom (p = 0,2452). 
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Preglednica XVII: Statistični parametri izmerjenih vrednosti CA 125. 
Mediana [kU/L]                        ubežniki najnižja vrednost 
[kU/L]          
najvišja  vrednost 
[kU/L] 
14, 7900   2 (izključimo) 5, 9000 29, 4000 
 
 
Slika 7: Kvantilni diagram CA 125. 
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4.9  Rezultati meritev CA 15-3 
Za analit CA 15-3 smo zaznali dva ubežnika ter ju nadomestili z novima referenčnima 
posameznicama, katerih podatki so razvidni v preglednici XVIII. Razlogov za ubežnike je 
mnogo. Gre za nespecifičen tumorski označevalec, ne za organ ne za vrsto tumorja. 
Prostovoljki katere izključimo iz statistične analize CA 15-3 sta v vprašalniku navedli, da 
jemljeta zdravila za zdravljenje astme in nekatera protibolečinska zdravila (ibuprofen). 
Povezave s povišanjem CA 15-3 in omenjenimi zdravili nismo našli. Prostovoljki izključimo 
iz analize saj imata zelo različni vrednosti od ostalih prostovoljcev in vključimo nova 
referenčna posameznika, ki sta v preglednici označena z rumeno. 
Preglednica XVIII: Spol, starost in koncentracije CA 15-3 izključenih in na novo vključenih 
preiskovank. 
  Lab. št. starost CA 15-3 
Ubežnik 1 797816 37 32,6 
Ubežnik 2 801106 41 21,9 
vključimo 798082 34 14,3 
vključimo 801104 29 9,4 
 
Nadaljujemo s testom normalnosti porazdelitve podatkov. Uporabimo test D'Agostino-




 40  
Preglednica XIX: Statistični parametri izmerjenih vrednosti CA 15-3. 
Mediana [kU/L]                        ubežniki najnižja vrednost 
[kU/L]          
najvišja  vrednost 
[kU/L] 




Slika 9: Kvantilni diagram CA 15-3. 
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5   RAZPRAVA 
Referenčne vrednosti za tumorske označevalce v Laboratoriju za analitiko hormonov in 
tumorskih označevalcev so bile prenesene od proizvajalca reagentov. Ta referenčna območja 
smo v sklopu naše magistrske naloge verificirali in potrdili, da so primerne in zanesljive 
predvideno klinično uporabo. Orientacijske referenčne vrednosti predstavljajo območje 
vrednosti, ki se štejejo za normalne, pri določeni populaciji (zdravih) oseb. Služijo kot 
osnova za primerjavo in interpretacijo laboratorijskih izvidov. Zelo je pomembno, da so 
referenčne vrednosti potrjene s strani laboratorija, saj le tako zagotovimo, da so ustrezne za 
določeno populacijo in metodologijo. Med laboratoriji obstajajo večje ali manjše razlike v 
orientacijskih referenčnih območjih, bodisi zaradi razlik v populaciji ali metodologijah. 
Menimo, da je verifikacija še posebej pomembna v primeru TO, zaradi pomanjkanja 
mednarodnega standarda za TO. Zaradi tega prihaja do večjih razlik v orientacijskih 
referenčnih intervalih med laboratoriji, in je njihovo ustreznost potrebno preveriti. 
Delovali smo v skladu s smernicami CLSI po posodobljenih priporočilih C28-A3 (5). 
Zasnovana so tako, da zagotovijo bolj poenoten sistem postavljanja orientacijskih 
referenčnih območij med laboratoriji po svetu in tako omogočajo čim večjo primerljivost. 
Pred samim prenosom orientacijskih referenčnih območij je potrebno proučiti originalno 
študijo in upoštevati skladnost z našimi analitskimi in pred-analitskimi dejavniki (5). 
V magistrskem delu smo določili serumske koncentracije izbranih tumorskih označevalcev 
z metodama kemiluminiscence (CMIA) in elektrokemiluminiscence (ECLIA) s pomočjo 
popolnoma avtomatiziranih imunoloških analizatorjev Cobas® in Architect®. Cilj naloge je 
bil potrditi orientacijska referenčna območja za izbrane tumorske označevalce. V prvem delu 
naloge smo se posvetili predvsem skrbni izbiri referenčnih posameznikov in pripravi 
vprašalnikov ter soglasij. Za realizacijo zastavljeniiljev smo glede na vnaprej določena 
merila izbrali 54 referenčnih posameznikov. Izbirali smo zdrave ljudi med 18. in 50. letom 
starosti, saj smo želeli potrditi orientacijske referenčne intervale za zdravo populacijo. 
Vsem prostovoljcem smo izmerili izbrane tumorske označevalce (CEA, CA 125, CA 19-9, 
CA 15-5, cyfra 21-1, CA 72-4, AFP, S-100). Za interpretacijo rezultatov izmerjenih 
koncentracij tumorskih označevalcev se uporablja referenčna vrednost, oz. limit, ki 
predstavlja mejo, pod katero se nahaja 95 % meritev koncentracij določenega TO pri 
določeni populaciji. V naboru rezultatov koncentracij izbranih TO naših prostovoljcev 
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imamo nekaj povišanih koncentracij TO, nekaj vrednosti je tudi ekstremno izstopajočih – 
ubežnikov, ki jih izločimo iz nadaljnje analize podatkov. To smo pričakovali, saj so 
referenčne vrednosti definirane kot osrednjih 95 % rezultatov, kar pomeni, da je 5 % 
izmerjenih rezultatov v dani populaciji izven orientacijskega referenčnega območja. 
Prostovoljcem s povišanimi vrednostmi smo razložili možne vzroke za povišanje ter jim 
ponudili ponovno meritev koncentracije povišanega TO.  
Cilj naše magistrske naloge je bil tudi statistična obdelava podatkov, za izvedbo verifikacije 
orientacijskih referenčih območij.  Srednje vrednosti vseh tumorskih označevalcev so 
znotraj intervala orientacijskih vrednosti, ki so v uporabi na KIKKB in intervala 
proizvajalcev. V računalniškem programu Medcalc smo s pomočjo metode Tucay določili 
ubežnike za vsak analit.  
Za izbrane tumorske označevalce CA 72-4, CA 125 in CA 15-3 smo zaznali po dva ubežnika; 
za AFP in CA 19-1 pa po enega. Ubežnike smo izključili iz nadaljnje analize ter jih 
nadomestili s primernim referenčnim posameznikom. Za nadomestitev ubežnika smo izbrali 
osebo istega spola, ki je najbližje starosti osebe, katere rezultat smo statistično ovrednotili 
kot ubežnika. Razlogov za ubežnike pri prostovoljcih je lahko več in v naših primerih nismo 
mogli določiti točnega vzroka. Tumorski označevalci so zelo uporabni, zavedanje o njihovih 
omejitvah pa je bistvenega pomena pri uporabi rezultatov. Nimajo napovedne moči za 
nastanek tumorja in se zaradi nizke specifičnosti in občutljivosti ne uporabljajo za presejalno 
testiranje zdrave populacije. Uporabljajo za spremljanje zdravljenja bolnikov z določenimi 
malignimi obolenji in eventualna odkritja ponovitve bolezni. Povišani pa so pri različnih 
malignih in benignih obolenjih in brez drugih diagnostičnih metod niso povedni. Uporaba 
tumorskih označevalcev pri zdravi populaciji ni primerna, saj lahko vodi v lažno 
interpretacijo izvidov, kar hitro privede do dodatnega strahu preiskovanca ter do finančnih 
posledic zaradi potrebe po dodatnih diagnostičnih postopkih (15, 16). Glede naših ubežnikov 
menimo, da gre lahko tudi za potencialnega bolnika, pri katerim se še niso razvili klinični 
znaki, ali pa za pred-analitično ali analitično napako. Med drugim tudi različna 
(pato)fiziološka stanja prostovoljcev, jemanje določenih zdravil in prehranskih dodatkov ter 
posledično spremenjena sestava krvnih vzorcev, lahko pomembno vplivajo na izmerjene 
vrednosti naših analitov, na kar smo opozorjeni tudi s strani proizvajalcev v reagenčnih 
navodilih (22, 23). Po pregledu dokumentacije proizvajalcev in vprašalnikov, ki so jih 
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izpolnili prostovoljci, nismo mogli definirati natančnega vzroka za povišane koncentracije 
TO pri naših prostovoljcih. 
Nadaljevali smo s testom D'Agostino-Pearson za testiranje normalnosti porazdelitve 
podatkov. Pri izračunu normalnosti porazdelitve podatkov smo upoštevali 95%  interval 
zaupanja. Uporabili smo enostransko tveganje, ker imajo naši merjeni analiti samo eno 
referenčno vrednost (limito). Ugotovili smo, da se rezultati meritev naslednjih TO ne 
porazdeljujejo normalno: CA 72-4, AFP, CA 19-9-, CA 125 in CA 15-3. Izvedli smo 
logaritemsko transformacijo izmerjenih vrednosti, ter dokazali normalnost porazdelitve 
logaritmiranih vrednosti. Cilj naše magistrske naloge je bil potrditi ustreznost orientacijskih 
referenčnih vrednosti za izbrane tumorske označevalce. Statistično obdelane rezultate smo 
primerjali z referenčnimi vrednostmi KIKKB in od proizvajalca. Glede na naše rezultate 
lahko orientacijske referenčne vrednosti verificiramo, saj so vse izmerjene vrednosti znotraj 
intervala.   
Ker na rezultate merjenja snovi v biološkem materialu vpliva veliko dejavnikov, od 
bioloških do metodoloških, velikokrat lahko pride do neenakomerno porazdeljenih 
rezultatov v neki populaciji (12). Rezultate smo predstavili v obliki točkovnih diagramov, iz 
katerih je razvidna porazdelitev rezultatov. V primerih, da je večina izmerjenih vrednosti na 
eni strani intervala, gre verjetno za preširok interval referenčnih vrednosti. To smo opazili v 
primeru analita NSE, katerega referenčna vrednost (limita) je 25,7 µg/L. V naboru naših 
meritev opazimo, da so vse izmerjene vrednosti pod 15,0 µg/L. V takšnih primerih je 
smiselno, da laboratorij postavi lastne referenčne vrednosti za svojo populacijo in 
metodologijo in ustrezno prilagodi širino intervala. Zaželena je čim bolj enakomerna 
razpršenost vrednosti po referenčnem območju.  
Hiter razvoj znanosti in tehnologije je privedel do velikega števila metod in pestrega nabora 
proizvajalcev analizatorjev. Orientacijska referenčna območja in priporočene vrednosti se 
spreminjajo in dopolnjujejo v skladu z razvojem analitike in spremembami v sami populaciji. 
Smiselno jih je preverjati in potrjevati v ustreznih časovnih intervalih. Medicinski 
laboratoriji zagotavljajo kakovostne rezultate, ki se preverjajo z sistemi notranje in zunanje 
kontrole kakovosti. Zaradi hitrega razvoja tehnologije in metod je pomembno upoštevati 
standardizacijo metode, ki jo uporabimo za verifikacijo. V primeru tumorskih označevalcev 
pomanjkanje mednarodnega standarda predstavlja vir neusklajenosti referenčnih vrednosti 
med laboratoriji. Ob uvedbi nove metode je potrebno proučiti primerljivost rezultatov med 
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metodama. Le tako zagotovimo primerno sledljivost zaporednih meritev pri posameznemu 
pacientu in tudi primerljivost rezultatov z meritvami pridobljenimi iz drugih laboratorijev. 
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6  SKLEPI 
Izvedli smo  verifikacijo referenčnih območij tumorskih označevalcev za orientacijska 
referenčna območja, ki smo jih navedli v poglavju materiali in metode. V skladu s 
smernicami CLSI EP28-A3c smo izbrali manjšo populacijo zdravih oseb, poskrbeli smo za 
raznoliko populacijo in izmerili koncentracije izbranih tumorskih označevalcev. 
Rezultat magistrske naloge so verificirana orientacijska območja za izbrane tumorske 
označevalce (NSE, S-100, Cyfra, CA 72-4, AFP, CEA, CA 125, CA 15-3 in CA 19-9), ki 
potrjujejo uporabnost iz zunanjih virov prenesenih orientacijskih referenčnih vrednosti v 
vsakdanji praksi.  
Z magistrsko nalogo smo prišli do naslednjih ugotovitev:  
• Ugotovili smo, da so izmerjene vrednosti znotraj orientacijskih referenčnih območij, 
ki se uporabljajo v KIKKB (prenesene od proizvajalca reagentov) in jih lahko verificiramo 
za  uporabo v laboratoriju.  
• Koncentracije izmerjenih tumorskih označevalcev smo primerjali tudi z 
orientacijskimi referenčnimi vrednostmi, ki jih je navedel proizvajalec, ki je izvedel 
originalno študijo za postavitve orientacijskih referenčnih vrednosti, in jih želimo 
verificirati. Naše vrednosti so tudi znotraj teh referenčnih območij. 
Potrdili smo ustreznost orientacijskih referenčnih vrednosti za izbrane tumorske označevalce 
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